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pispo^iHfd'imagerie, 

5 Dntnaine technique : il s'agit d'un systeme d'imagerie a balayage applicable par exemple en microscopie et 
proche du microscope confocal. 

Techniq ue anterieure : 

Le brevet US 6, 144,489 decrit l'extraction de la partie confocale d'une image semi -confocale, obtenue en 

1 0 soustrayant une image non confocale a 1' image confocale. 

Le brevet US 6,426,835 decrit un cas particulier du premier brevet, precisant les details du calcul a effectuer. 
Le brevet US 5,545,265 decrit l'amelioration d' images confocales par soustraction de deux images 
confocales obtenues a partir de reseaux de trous microscopiques de caracteristiques differentes . Dans ce 
brevet les deux images peuvent etre ootenues a partir de lumiere selectionnee provenant de disques ou 

15 d'anneaux dans un plan observe, toutefois les images restent confocales au sens ou la zone eclairee coincide 
toujours avec la zone d*ou provient la lumiere selectionnee. 

Le brevet US 6,687,052 decrit une technique de soustraction de deux image dont Tune est semi -confocale et 
Pautre est obtenue a partir de la lumiere non utilisee pour generer Piraage semi-confocale. Dans ce brevet un 
masque est utilise pour filtrer la lumiere provenant de i'objet observe. Ce masque comprend des parties 
20 transparentes et des parties reflechissantes. La lumiere transmise par le masque est utilisee pour gSnerer une 
premiere image. La lumiere reflecnie en sens oppose par le masque est utilisee pour generer une seconde 
image. 

Description de ^invention. 

25 L'invention a pour objectif d'ameliorer la qualite et la luminosite des images confocales ou semi- 

confocales , et en particulier des images obtenues en fluorescence. 

A cet effet rinvention consiste en un dispositif d'imagerie comprenant : 

a ) un moyen pour eclairer au moins un point d'eclairage sur une zone observee a Taide d'un faisceau 

lumineux d'eclairage, 
30 b ) un moyen pour s61ectionner la lumiere provenant audit point d' eclairage, 

c ) un moyen pour former une image dudit point d* eclairage a partir de la lumiere selectionnee provenant 

dudit point d'eclairage, 

d ) un systeme de balayage pour deplacer ledit point d' eclairage sur la zone observee et pour deplacer 
simultanement V image dudit point d'eclairage, pour balayer une zone observee et former une premiere image 
35 de la zone observee, 

e ) un capteur detectant la premiere image, 
caracterise par les faits suivants : 

f) il comprend un moyen pour selectionner la lumiere provenant d'une bande entourant ledit point 
d'eclairage, 
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g ) il comprend un moyen pour forma: une image de ladite bande a partir de la lumiere selectionnee 
provenant de ladite bande, 

h) le systeme de balayage est dispose pour deplacer simultanement ledit point d'eclairage et Fimage de ladite 
bande, pour former une deuxieme image de la zone observee a partir de la lumiere selectionnee provenant de 

5 ladite bande, 

i ) il comprend un capteur detectant la deuxieme image, 

j ) il comprend un moyen pour combiner les premiere et deuxieme images de la zone observee en une 
troisieme image de la zone observee. 

De preference, lesdites bandes sont des anneaux concentriques auxdits points d'eclairage. Toutefois 
1 0 les bandes peuvent avoir tout type de formes, par exemple carrees ou hexagonales sans que le principe de 
F invention soit remis en cause. 

Le dispositif differe de Fart anterieur (US 5,545,265 ) par le fait que la deuxieme image est formee a 
partir de la lumiere provenant d'un anneau (ou d'une bande) entourant le point d'eclairage. Dans le brevet US 
5,545,265 : 

15 - soit Feclairage est localise sur un point et la lumiere provenant du point d'eclairage est selectionnee pour 
former Fimage, la premiere et la deuxieme image different entre elles par la taille du point d'6clairage, 
- soit la lumiere provenant d'un anneau est selectionnee pour former la deuxieme image, mais dans ce cas 
Feclairage est egalement moditI6 entre la premiere et la deuxieme image, de sorte lors de l'acquisition de la 
deuxieme image un anneau est eclairfc, cet anneau coincidant avec celui dont provient la lumiere selectionnee 

20 pour former la deuxieme image. 

Selon Finvention, Fimage est done obtenue en supprimant la lumiere provenant de la zone 
d'eclairage (car elle est bloquee par le centre de Fanneau) au lieu de la selectionner. De ce fait, lorsque un 
objet est dans le plan observe, la premiere image est de luminosity eievee et la deuxieme image est de 
luminosite nuile. Done, la difference entre les deux images est egale a la premiere image, de luminosite 

25 elevde. Lorsque un obj et est eloigne du plan observe, et pour une dimension appropri6e de Fanneau, les deux 
images sont de luminosite comparable et la difference entre les eux images est done de luminosite nulle. On 
constate done que la difference entre les deux images permet de ne conserver que Fimage du plan observe et 
d'eliminer tout ce qui vient des plans eloignes. 

Plutot que de selectionner la lumiere provenant d'un anneau on aurait pu pour la deuxieme image 

30 conserver la totalite de la zone non eclairee, comme cela est fait dans US 6,687,052. Toutefois dans ce cas, et 
du fait que seul un ensemble reduit de points est eclaire, la luminosite de la deuxieme image serait beaucoup 
plus 61evee que la luminosite de laprlmiere image, ce qui perturbe les capteurs. L 'utilisation d'un anneau 
permet egalement d'optimiser la resolution verticale et horizontale de Fimage et de mieux rejeter la lumiere 
ne provenant pas du plan observe. 

35 Si on avait selectionne pour la deuxieme image la lumiere provenant d'un anneau, mais en utilisant 

pour cette deuxieme image un eclairage egalement annulaire et eclairant Fanneau dont provient la lumiere 
selectionnee, comme dans le cas de US 5,545,265, les caracteristiques de Fimage resultante (troisieme 
image) n'auraient pas ete notablement amdborees , 

Selon Finvention, lesdits moyens pour combiner lesdites premiere et seconde images determinent la 

40 difference entre la premiere image affectee d'un premier coefficient multiplicateur, et la seconde image 
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affectee d'un second coefficient multipLLcateur. Les coefficients multiplicateurs permettent de s'adapter aux 

conditions exactes d'imagerie. L'image resultante peut eventuellement etre ajustee ensuite en niveau et 

contraste, de maniere en particulier a supprimer les eventuelles valeurs negatives avant affichage. 

Le dispositif peut comprendre une pluralite de points d* eclairage et une pluralite de bandes, chacune 
5 desdites bandes entourant un point d* eclairage correspondant. Ce cas est celui d'un systeme multipoints. 

Dans ce cas, Pavantage le plus immediat du systeme par rapport a un confocal multipoints simple est un tres 

bonrejet de la lumiere provenant de points qui ne sont pas dans le plan observe. 

Dans ce cas, le inoyen pour eclairer Pensemble de points d' eclairage comprend de preference un 

reseau de microlentilles separant un faisceau laser en une pluralite de sous-faisceaux focalises chacun sur un 
1 0 point d'eclairage. Par rapport a des m|thodes en lumiere coherente, ceci permet d'obtenir un eclairage plus 

intense. 

Le dispositif peut egalement ne comporter qu'un seul point d'eclairage obtenu par exemple par une 
lentille focalisant un faisceau laser sur le point d* eclairage. Dans ce cas, Pavantage le plus immediat par 
rapport a un microscope confocal monopoint est P amelioration de la resolution verticale et horizontale. 

15 La premiere et la seconde image peuvent etre formees successivement ou simultanement. 

Selon une version de Pinvention adaptee au cas ou la premiere et la seconde image sont formees 
successivement, les moyens pour selectionner la lumiere sont constitues par la superposition d'une premiere 
plaque opaque comprenant au moins un disque transparent, et d'une seconde plaque opaque comprenant au 
moins un disque transparent et au moins un anneau transparent, ainsi que par un moyen pour translater la 

20 seconde plaque par rapport a la premiere, pour amener le disque de la seconde plaque en regard du disque de 
la premiere plaque lors de Pacquisition de la premiere image, et pour amener ensuite Panneau de la seconde 
plaque en regard du disque de la premiere plaque lors de Pacquisition de la seconde image. La superposition 
des deux plaques equivaut done a un disque transparent lors de Pacquisition de la premiere image, et a un 
anneau transparent lors de Pacquisition de la seconde image. Lors de Pacquisition de la premiere image le 

25 disque doit coincider avec P image du point d* eclairage sur la plaque pour que celle -ci ait la fonction de 

selection de la lumiere provenant du point d'eclairage. Lors de Pacquisition de la deuxieme image Panneau 
entoure le point d'eclairage. 

Selon une version de Pinvention adaptee au cas ou les deuximages sont acquises successivement : - 

- les moyens pour selectionner la lumiere comprennent un masque compose de microprismes transparents ou 
30 reflechissants permettant de renvoyer dans une premiere direction la lumiere provenant des points d'eclairage 

et constituant un premier faisceau, et de renvoyer dans une seconde direction la lumiere provenant de 
Pensemble de bandes et constituant un deuxieme faisceau. 

- le dispositif comprend un moyen pour former la premiere image a partir du premier faisceau, 

- le dispositif comprend un moyen pour former la deuxieme image a partir du deuxieme faisceau, 
35 Cette version de Pinvention est particulierement adaptee a une imagerie rapide. 

Cette technique d'imagerie rapide peut etre generalisee a des systemes d^cquisition d'image 
n'utilisant pas necessairement un ensemble de points d'eclairage, mais pouvant par exemple utiliser des 
bandes d'eclairage paralleles. 
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Selon un aspect different de 1' invention, gtneralisee dans ce sens, V invention consiste en un systeme 
de microscopie optique comportant : 

- un moyen pour eclairer une zone d'eclairage dans un plan observe d'un objet observe et pour deplacer la 
zone d'eclairage dans le plan observe, pour balayer une zone observee, 

5 - un masque divisant la lumiere provenant du p lan observe en un premier faisceau provenant de la zone 
d'eclairage et un deuxieme faisceau provenant d'une zone de detection secondaire, 

- un moyen pour former une premiere image a partir du premier faisceau, 

- un moyen pour former une deuxieme image a partir du deuxieme faisceau, 

- un moyen pour combiner la premiere et la deuxieme image en une troisieme image, 

1 0 Caracterist par le fait que ledit masque est compose de microprismes transmissifs ou reflechissants 

permettant de renvoyer dans une premiere direction la lumiere provenant de la zone d'eclairage et constituant 
un premier faisceau, et de renvoyer dans une seconde direction la lumiere provenant de la zone de detection 
secondaire et constituant un deuxieme faisceau. 

Par rapport a la technique anterieuie decrite dans US 6,687,052 Futilisation de microprismes a la 

15 place d'un masque reflechissant simpUfie considerablement i'acquisition des deux images, du fait que le 

premier et le deuxieme faisceau sont renvoyes non pas dans des directions opposees mais dans des directions 
legerement differentes. 

Pour separer les deux faisceaux qui ont des directions legerement differentes le systeme comporte de 
preference : 

20 - une lentille intermedia ire pour renvoyer le premier et le deuxieme faisceau dans une zone de separation ou 
ils sont spatialement disjoints, 

- au moins un prisme ou un miroir place dans la zone de separation, pour modifier la direction d'au moins un 
des premier et deuxieme faisceaux. 

Pour permettre Facquisition des deux images sur une meme camera, le systeme peut comprendre 
25 une lentille traversee simultanement par le premier et le deuxieme faisceau apres la zone de separation, et 
formant la premiere et la seconde image dans deux zones distinctes d'un meme plan image. 

Afin de simplifier l'eclairage de 1' objet en utilisant pour generer une figure d'6clairage le meme 
masque de microprismes utilise pour separer les premier et deuxieme faisceau, le systeme comprend de 
preference: 

30 - un premier diaphragme d'ouverture traverse par le faisceau lumineux d'eclairage avant qu'il ne parvienne 
au masque compose de microprismes transparents ou reflechissants 

- un second diaphragme d'ouverture traverse par le faisceau lumineux d'eclairage provenant du masque et 
dirige vers l'objet observe, 

et le premier diaphragm? d'ouverture est positionne de maniere a ce que la partie du faisceau 
35 d'eclairage qui parvient a une zone du masque qui transmet ledit deuxieme faisceau soit ensuite arrttte par le 
second diaphragme d'ouverture, et de maniere a ce que la partie du faisceau d'eclairage qui parvient a une 
zone du masque qui transmet ledit premier faisceau traverse ensuite le second diaphragme d'ouverture. 

Suivant une version de l'invention adaptee a un eclairage incoherent, la zone d'eclairage est 
constitute d'un ensemble de bandes paralleles entre elles, et par le fait que la zone de detection secondaire est 
40 constitute d'un ensemble de bandes alternant avec les bandes de la zone d'eclairage. 
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Snivant une version de 1' invention adaptee aun eclairage coherent, la zone d'eclarage est constituee 
par un ensemble de points, et par le fait que la zone de detection secondaire est constituee d'un ensemble de 
bandes entourant chacun des points de la zone d'eclairage. 

La methode d 'acquisition successive des images peut egalement etre generalisde ; suivant un aspect 
5 de rinvention generalise dans ce sens, l'invention consiste en un systeme de microscopie optique 
comportant : 

a ) un moyen pour eclairer une zone 3' Sclairage SUT l'objet observe, a Paide d'un faisceau d'eclairage, 
b ) un moyen pour selectionner la lumiere provenant d'une zone de detection et constituant un faisceau a 
detecter , 

10 c ) un moyen pour former dans un plan image une image de l'objet observe a partir du faisceau a de teeter, 
d ) un dispositif de balayage pour deplacer la zone d'eclairage afin de balayer 1' ensemble de la zone 
observee, et pour deplacer simultanement 1* image de la zone d'eclairage dans le plan image, 
e ) un capteur dispose dans le plan image, pom: de teeter successivement une premiere image de l'objet 
observe, puis une deuxieme image de Pobjet observe, 

15 f) un moyen pour combiner la premiere et la deuxieme image, pour obtenir une image amelioree, 
Caracterise par les faits suivants : 

- il comprend un masque dispose sur le chemin du faisceau a detecter ou sur le chemin du faisceau 
d'eclairage, delimitant la zone d'eclairage ou la zone de detection, et atteint par un seul desdits faisceau a 
detecter et faisceau d'eclairage, 

20 - il comprend un moyen pour modified les caracteiistiques de ce masque entre l'acquisition de la premiere 

image et l'acquisition de la deuxieme image, de maniere a modifier la zone de detection en laissant inchangee 
la zone d'eclairage, ou de maniere a modifier la zone d'eclairage en laissant inchangee la zone de detection. 

le masque comprend par exemple une alternance de bandes, et le le moyen pour modifier est alors 
un moyen pour deplacer le masque suivant une direction non parallele auxdites bandes. 

25 Le masque, comme indique plus haut, peut etre constitue par la superposition d'un premier reseau de 

disques et d'un second reseau comprenant des disques et des anneaux, les moyens pour modifier les 
caracteristiques du masque etant constitu6s par un moyen pour translater le second reseau par rapport au 
premier reseau, pour que les disques du premier reseau selectionnent alternativement les anneaux ou les 
disques du second reseau. 

30 

Description raoide des figures : 

La figure 1 represente le systeme de balayage utilise dans un premier mode de realisation de rinvention. La 
figure 2 represente un masque utilise ^ians ce mode de realisation. Les figures 3 et 4 representent des 
superpositions des images geometriques de deux masques du meme type correspondant a deux positions de 

35 ces masques. La figure 5 represente la superposition des images geometriques des masques des figures 6 et 7. 
Les figures 8 et 9 representent deux plaques litograpniees dont la superposition permet d'obtenir les masques 
des figures 6 et 7. La figure lOmontre un systeme de balayage modifie pour permettre une acquisition en 
temps reel dans des conditions de iuminosite optimales. La figure 1 1 montre le masque a microprismes utilise 
avec le dispositif de la figure 1 0. La figure 12 illustre le fonctionnement de ce masque. La figure 13 ilustre la 

40 formation simultanee de deux images sur le capteur. La figure 14 montre un masque a microprismes ameliore 
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pour une meilleure isotropic de 1* image. La figure 15 montre une vue de cote de ce masque ameliore. La 
figure 1 6 montre une vue de cote d'une partie filtrante du masque de la figure 1 8. La figure 1 7 montre, dans 
une realisation differente, une vue de cote de la meme partie filtrante. La figure 1 8 montre un masque a 
microprismes organises en disques et anneaux separes. La figure 1 9 montre un masque a microprismes 
5 organises en disques inclus dans des bandes. La figure 20 illustre un mode de realisation des microprismes. 



Premier mode de realisation; 

Ce premier mode de realisation est represente sur la figure 1 . 

TJn faisceau d'eclairage FE provenant d'une lampe a arc munie d'un condenseur traverse un masque 
10 121. On a represente sur la figure la partie du faisceau FE qui est issue d'un point dumasque 121. Le faisceau 
d'eclairage FE traverse ensuite une lentille 124 dont un plan focal est sur le masque 121 . II est ensuite 
renvoye par le miroir dichroique 122 vers le miroir galvanometrique 101 puis vers la lentille 1 1 1 . Le miroir 
galvanometrique est dans un plan focal de la lentille 124 et dans un plan focal de la lentille 1 1 1 . Le faisceau 
d'eclairage ayant traverse la lentille 1 1 1 parvient ensuite a un plan image intermediaire 1 12 puis est focalise 
15 par un objectif de microscope 125 sur un plan observe d'un objet observe 126, eclairantune zone d'eclairage 
qui est done l'image des parties transparentes dumasque 121. Avantageusement, au lieu d'un objectif de 
microscope 125 a distance finie, on peut utiliser un objectif a distance infinie couple a une lentille de tube. 
L'objet observe reemet par fluorescence un faisceau FD a une longeur d'onde differente de la longeur d'onde 
incidente. 

20 Le faisceau lumineux FD provenant de l'objet observe 126 et collecte par l'objectif 125 traverse le 

plan image intermediaire 1 1 2 puis la lentille 1 1 1 dont un plan focal est le plan 1 12. On a represente sur la 
figure la partie du faisceau FD provenant d'un point particulier de Pobjet observe 6clair6 par la partie du 
faisceau FE provenant d'un point du masque 121, egalement representee. Apres traversee de la lentille 1 1 1 le 
faisceau FD est en zone afocale, e'est-a-dire que le faisceau provenant d'un point donne du plan 112 devient 

25 parallele apres traversee de la lentille^ 1 1 . Le faisceau parvient ensuite a Pensemble de balayage et de 

compensation 120 dont P entree et la sortie sont en zone afocale. Le premier element rencontre par le faisceau 
dans le dispositif de balayage est la face objet 101 (a) du miroir galvanom6trique situee dans un plan focal de 
la lentille 111. Cette face du miroir galvanometrique reflechit ie faisceau vers la lentille 102 dont un plan 
focal est sur la face 101 (a) du miroir galvanometrique. Apres traversee de la lentille 102 le faisceau parvient 

30 au miroir 103 qui reflechit le faisceau vers un masque 104 situe dans un plan focal de la lentille 102. Le 
masque 104 selectionne la lumiere provenant d'une zone de detection qui est 1'image des parties 
transparentes dumasque 104. Le faisceau ayant traverse le masque 104 est ensuite refiechi par le miroir 105 
puis traverse la lentille 1 06 dont un plan focal est sur le reseau 104. II traverse alors la lentille 107 dont un 
plan focal est confondu avec un second plan focal de la lentille 106. II est refiechi par les miroirs 108 et 109 

35 puis traverse la lentille 110 dont un plan focal est confondu avec le second plan focal de la lentille 107. II est 
refiechi par la face image 1 0 1 (b) du miroir galvanometrique et s ort du dispositif de balayage 1 20. II est alors 
focalise dans le plan d'un capteur CCD 1 14 par la lentille 1 13. Les lentilles 102,106,107,1 10 sont identiques 
entre elles. Ce schema est inspire du Ijrevet PCT/FR03/00699. Un mode de realisation equivalent utilise le 
scanner a 2 lentilles et 4 miroirs decrit dans le brevet PCT/FR03/00699. Ce schema correspond a un eclairage 

40 en fluorescence, avec eclairage de l'objet par une longueur d'onde d'excitation reflechie par le dichroique et 
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detection d'une longeur d'onde demission traversant le dichroique. Des resultats ameliords peuvent etre 
obtenus en ajoutant un filtre monochromateur devant le capteur. Le schema peut etre adapte a un eclairage 
laser multipoint en remplacant le faisceau d'eclairage FE parvenant au mas que 121 par un faisceau laser, et 
en remplacant le masque 121 par un reseau de microlentilles situees dans un plan approprie pour generer une 
5 pluralite de faisceaux focalis6s sur une pluralite de points dans le plan du masque 12 1 . U peut etre adapte de 
maniere similatre a un eclairage monopoint, ce qui necessite alors un balayage bidirectionnel a l'aide du 
miroir gaivanometrique. n peut etre adapte a un eclairage halogene en reflexion en remplacant le faisceau 
d'eclairage FE parvenant au masque 1 2 1 par un faisceau issu d'une lampe halogene et en remplacant le miroir 
dichroique 1 22 par un miroir semitransparent. En deplacant la lentille 1 24 ou le masque 1 2 1 suivant 1'axe 

1 0 optique, on peut corriger des aberrations chromatiques induites par l'objectif de mic roscope entre la longueur 
d'onde d'excitation et la longueur d'onde d'emission. 

Par exemple les masques 121 et 104 peuvent etre du type represente sur la figure 2 ou la flecbe 200 
represente la direction de balayage. Le masque de la figure 2 est compose de bandes transparentes 201 sur un 
fond opaque 202. La premiere image est realisee sur le capteur CCD 1 1 4 lorsque les zones d'eclairage et de 

1 5 detection sont superposees comme indique sur la figure 4 ou les parties claires 212 representent les zones 
d'eclairage (image geometrique dans l'objet observe du masque 121) contrastant par rapport aux zones non 
eclairees 2 1 1, et ou les pointilles 213 representent la limite de la zone de detection (image geometrique dans 
l'objet observe du masque 104). Entre racquisition de la premiere image et 1' acquisition de la deuxieme 
image un des masques 121 ou 104 est translate de sorte que lors de racquisition de la 2eme image les zones 

20 d'eclairage et de detection sont disjointes comme represente sur la figure 3 ou les parties claires 212 

representent la zone d'eclairage (image geometrique du masque 121) contrastant par rapport aux zones non 
eclairees 2 1 1 , et ou les pointilles 2 1 3 representent la limite de la zone de detection (image geometrique du 
deuxieme masque 104). Une image resultante peut etre ensuite obtenue par soustraction des premiere et 
deuxieme images affectees chacune d'un coefficient multiplicateur qui peut etre ajuste empiriquement pour 

25 obtenir la meilleure qualite d'image possible et qui dans le cas present vaut approximativement 1 . Une 
constante peut etre ajoutee a cette image pour eviter d'eventuelles valeurs negatives dues au bruit. De 
preference, la distance entre deux bandes du masque est egale a la largeur d'une bande, et vaut typiquement 
20 a 60 microns pour un microscope xl 00 d'ouverture numerique 1 ,4. Typiquement, pour ce 
dimensionnement du systeme de bandes, si la premiere image est notee II [ij] et la deuxieme est notee 12 [ij] 

30 on peut calculer la resultante Il[ij]-I2ti j]. 

Les masques 121 et 104 peuvent egalement etre du type represente sur les figures 7 et 6. Lors de 
l'obtention de la premiere image,ces deux masques sont forme de disques 225 sur fond opaque 224 (figure 
6), dont le diametre peut £tre proche de celui de la tache d' Airy ou de la demi tache d' Airy selon la precision 

35 recherchee, et les zones d'eclairage et de detection, constituees de microdisques, sont exactement 

superposees. Lors de l'obtention de la deuxieme image le masque 121 est inchange et le masque 104 est 
forme d'anneaux 226 sur fond opaque 227 (figure 7), la zone d'eclairage et la zone de detection se 
superposant comme indique sur la figure 5 . Sur cette figure, la zone claire 223 represente la limite de la zone 
d'eclairage et les pointilles 222 limitent la zone de detection, en forme d'anneau. L'epaisseur des anneaux 

40 peut etre par exemple d'un demi diametre d'Airy. L'image resultante est obtenue comme precedemment. 
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Pour changer de masque entre la premiere et la deuxiSme image on utilise par exemple un masque forme de 
deux vitres litographiSes placees Tune contre F autre comme indiquS dans le brevet PCT/FR02/04382. Une 
des vitres est du type reprSsentS sur la figure 8 et Fautre est du type represents sur la figure 9. En faisant 
glisser ces vitres Tune contre Pautre on peut superposer alternativement un trou 228 ou un anneau 229 a un 
5 trou 232 et done alterner entre le masque represente figure 6 et celui represents figure 7. 

Lorsque le systeme est adapts a un Sclairage laser, on peut conserver le masque 104 represente sur 
les figures 6 et 7. Le masque 121 est simplement remplace par un rSseau de microlentilles qui a un effet 
equivalent, le plan focal des microlentilles etant dans le plan focal de la lentille 124. 

10 Deuxieme mode de realisation (mode prefere de realisation^ 

Le mode de realisation precedent presente le dSfaut de ne pas utiliser de maniere optimale FintensitS 
lumineuse disponible du fait que la premiere et la deuxieme image ne sont pas obtenues simultanement. Le 
present mode de realisation, illustre par la figure 10, resout ce probleme. Le f aisceau d'Sclairage FE est 
diaphragms par un diaphragme d'ouverture 330, traverse la lentille 33 1 , est diaphragms par un diaphragme 

15 de champ 332, et traverse la lentille 333 avant de parvenir au dichroique 1 00. AprSs reflexion par le 

dichroique 100 il parvient a la moitie droite du prisme 301 . Le diaphragme d'ouverture 330, situS dans un 
plan conjuguS a la zone dans laquelle se trouvent le prisme 301 et le miroir galvanomStrique, a pour fonction 
de limiter 1'extension du faisceau declairage sur le prisme 301. Le diaphragme de champ 332 limite 
l'ouverture du faisceau parvenant au prisme 301 . Apres traversSe du prisme 301, le faisceau FE est rSflSchi 

20 par le miroir galvanometrique 101. Apres avoir traverse les lentilles 110, 1 07, 1 06 il parvient au masque 304. 
Le masque 304 est represents sur la figure 1 1 . II est composS d'une vitre en verre sur laquelle sont rSalisSs 
des microprismes, par exemple 3 10 ef 3 1 1 . Comme sur les autres dessins la direction de balayage est 
indiquSe par la fleche double Spaisse. La figure 12 illustre le fonctionnement de ces microprismes. Le 
faisceau d' Sclairage FE parvenant sur un couple de prismes est divise en un faisceau FE1 et un faisceau FE2. 

25 Le faisceau FE2, aprSs traversSe de la lentille 102 puis rSflexion par le miroir 103 et la face (a) du miroir 
galvanomStrique 101 , est arrStS par le diaphragme d'ouverture 300. Le faisceau FE1 , aprSs rSflexion par le 
miroir 103 et la face (a) du miroir galvanomStrique 101, traverse la lentille 1 1 1 et est dirige vers le plan 
intermSdiaire 112 puis vers Fobjet a observer 126. Par consequence, Fobjet a observer est SclairS par une 
zone d'Sclairage en forme de grille, les microprismes orientSs comme 311 generant des bandes claires (zone 

30 d'Sclairage), et les microprismes orientSs comme 310 gSnerant des bandes foncees du fait que le faisceau 
FE2 provenant de ces microprismes est arrSte par le diaphragme d'ouverture 300. La zone d'Sclairage balaye 
Fobjet observS lorsque le miroir galvanomStrique se dSplace. 

Le faisceau FD revenant de Fobjet observS parvient a nouveau aumasque 304. Comme indiquS sur 
la figure 12, le faisceau FD provenant de Fobjet observS est divisS par les microprismes en un premier 

35 faisceau FD 1 et un deuxiSme faisceau?FD2 differant entre eux par leur orientation. Ces deux faisceaux 

reviennent ensuite a la face (b) du miroir galvanometrique 101 apres avoir passS les lentilles 106, 107,1 10. A 
proximitS de la face (b) du miroir galvanometrique 101 les deux faisceaux sont sSparSs spatialement. Chacun 
des deux faisceau traverse un demi -prisme different (les deux moitiSs du prisme 301) qui en modifie 
Forientation. AprSs traversSe de la lentille 1 13 les deux faisceaux parviennent en des points diffSrents du 

40 capteur 1 14. II se forme dans le plan du capteur CCD 1 1 4 deux images II et 12 dont Fextension est 
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representee sur la figure 13. La taille de ces images est ddterminee par le diaphragme de champ 332 qui doit 
done de preference etre rectangulaire. La premiere image (II) est obtenue a partir du premier faisceau, qui a 
retraverse les microprismes orientes comme 31 1, deja traverses par le faisceau d'eclairage. Elle est done 
obtenue a partir dWe zone de detection coincidant avec la zone d'eclairage. La deuxieme image (12) est 
5 obtenue a partir du deuxieme faisceau. Ce deuxieme faisceau a retraverse les microprismes orientes comme 
3 1 0, qui associes au diaphragme 300 avaient arrete le faisceau d'eclairage. Elle est done obtenue a partir 
d*une zone de detection complementaire de la zone d'eclairage. Chaque point de l'objet observe a deux points 
image, par exemple PI et P2, dont Tun se trouve sur la premiere image II et Pautre se trouve sur la seconde 
image 12. Le vecteur P1P2 ne depend pas du point de Pobjet observe. Une image r£sultante est formee en 

1 0 calculant pour chaque point de l'objet observe la difference entre les valeurs acquises sur le capteur pour ses 
deux points image PI et P2 apres que le miroir galvanometrique ait realist un balayage de l'image du masque 
sur l'objet observe. Avant calcul de la difference il est possible de multiplier chaque image par un coefficient 
multiplicatif ayant pour fonction d'ajuster au mieux le resultat pour obtenir la meilleure image possible. 

Le dimensionnement de la grille peut etre effectue comme prec6demment a savoir que la largeur e 

1 5 d'un microprisme, indiquee figure 1 1, et correspondant a la largeur d'une bande, peut etre par exemple de 2 1 
microns. La largeur d'un microprisme peut aussi etre augmentee de maniere a rendre le systeme moins 
resolvantmais plus robuste aux aberrations, en particulier chromatiques. 

Une variante du masque est representee par la figure 14. H permet de rendre la resolution plus 
isotrope. Les bandes representees correspondent aux bandes filtrant la premiere et la seconde image. Le 

20 reseau de bandes 40 1 est identique a celui de la figure 1 1 . Le reseau de bandes 402 est tourne de 60 degr6s. 
Toutefois, il doit renvoyer la lumiere correspondant a la premiere image et a la seconde image dans la meme 
direction que le reseau de bandes 40 1 . C'est pourquoi la pente des prismes constituant les differentes bandes 
du r£seau 402 n'est pas maximale dans le sens orthogonal a la direction des bandes du reseau 402, mais dans 
le sens orthogonal a la direction des bandes du reseau 401. Les pointilles traversant le reseau de bandes 401 

25 indiquent des lignes de fracture sur iesquelles la hauteur de chaque prisme est ramenee a zero, destines a 

eviter que les prismes ne deviennent trop epais. La figure 1 5 montre une vue suivant la direction de ces lignes 
de fracture. Suivant cette direction on observe les prismes 410 correspondant a un reseau de bandes, et les 
prismes 41 1 correspondant au reseau de bandes alternees. Lors de 1' acquisition des images la zone eclairee 
sur le masque traverse les trois rdseaux 401,402 et 403. 

30 Le systeme peut egalement Stre realise avec un masque de fonctionnalite similaire a celle des 

masques des figure 5 a 9. La figure 1 8 montre un tel masque. Chaque point de ce masque comprend un 
microprisme de section circulaire 412 et un microprisme de section annul aire 413. Ces microprismes sont 
representes en vue de cote sur les figures 1 6 (41 2a et 413a) et sur la figure 1 7 (41 2b et 41 3b) correspondant a 
des realisations techniques legerement differentes. Bien entendu la totalite des microprismes circulaires ont 

35 leur pente orientee dans la meme direction, qui compte tenu de la configuration employee correspond a la 
direction de balayage, et la totalite des microprismes annulaires ont leur pente orientee dans la meme 
direction mais en sens inverse. 

Toutefois, en particulier lorsque la zone d'eclairage est constituee par un ensemble de disques 
rapproches, il est preferable que la zone de detection pour Pobtention de la deuxieme image soit la 

40 complementaire de la zone de detection pour l'obtention de la premiere image. La figure 19 illustre le masque 



WO 2005/006050 



PCT/FR2004/001733 



-10- 

correspondant. II comprend, sur un cadre absorbant 461 , des microprismes circulaires , par exemple 460, 
ayant tous une pente dans la meme direction et le meme sens, et des microprismes en forme de bandes 462 ou 
463 interrompus par les microprismes circulaires et ayant tous une pente dans le sens oppose a celle des 
microdisques circulaires. Notons que si les microprismes en formes de bandes ont une pente orientee 
5 perpendiculairement a la direction des bandes, et done dans le cas represents sur la figure, en biais par 
rapport a la direction de balayage, alors il est preferable de faire legerement tourner le prisme 301 et le 
caprteur 114 autour de l'axe optique, pour que le prisme 301 separe deux zones qui ne sont plus syrritriques 
par rapport a un plan orthogonal a la figure, mais par rapport a un plan qui est egalement en biais. 

Les microprismes peuvent Stre realises par des techniques d'usinage au diamant suivi de moulage. 
1 0 Les microprismes peuvent egalement etre realises par litographie dans la mesure ou leur pente est faible et ou 
leur largeur est raisonnable. lis sont alors approximes par une succession de couches de dielectrique comme 
indique sur la figure 20. Un microprisme est realise sur un substrat 420 par depot de plusieurs couches 421 a 
425 par litographie. On peut aussi realiser un moule par litographie a l'aide de couches metalliques puis 
mouler le reseau de microprismes dans un polymere. 
15 Ce mode de realisation est particulierement avantageux car il permet d'obtenir en temps reel des 

images dans des conditions optimales d'utilisation de rinformation. 

Bien qu'il ait ete illustre dans une configuration ou le masque k microprismes est traverse a la fois 
par le faisceau d'eclairage et par le fajsceau provenant de Fobjet observe, ce mode de realisation peut 
egalement etre adapte a une configuration proche du premier mode de realisation, dans laquelle le faisceau 
20 d'eclairage ne traverse pas le masque a microprismes, etant deja filtre par un masque classique dispose sur la 
ligne d'eclairage. Dans ce cas, le faisceau d'eclairage FE est unique (il n'est done pas necessaire de prevoir un 
diaphragme 300) et est traite comme sur la figure 1 . Le faisceau revenant de Tobjet parvient au masque a 
microprismes et est done traite comme sur la figure 10. L'avantage d'une configuration proche du premier 
mode de realisation est que la difference d' aberration chromatique entre une longueur d'onde d' excitation de 
25 la fluorescence et une longueur d'onde de detection de la fluorescence peut 6tre compensee par un 

deplacement suivant l'axe optique du masque dispose sur la ligne d'eclairage ou de la lentille 124 representde 
figure 1. 

Variantes du dis positif de balavage. 

30 Le systeme peut egalement dtre utilise avec d'autres dispositifs de balayage. 

Par exemple il est possible de realiser le masque a microprismes sur un disque de Nipkow. Sur la 
figure 10, il suffit de remplacer le masque fixe par un masque monte sur un disque tournant, et de remplacer 
le miroir galvanometrique par un miroir fixe, pour obtenir un systeme fonctionneL Toutefois les 
caracteristiques de balayage (trajectoire circulaire) tendent a degrader Pimage. Le systeme peut etre 

35 « deplie » puisque le miroir galvanometrique est inutile, mais il reste necessaire de generer des plans 

appropries pour les differents diaphragmes et masques, et le systeme n'est done pas notablement simplifie. 

Au lieu d'un disque de Nipkow, on peut deplacer les microprismes a Taide d'un dispositif 
permettant une translation (moteurpas a pas par exemple). Cette solution evite les problemes lies a la 
trajectoire circulaire. Le deplacement peut etre tres court (au minimum, la largeur d'un microprisme soit 

40 quelques dizaines de microns) ce qui permet un balayage rapide. Le dispositif de translation peut egalement 
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generer un emplacement de type oscillatoire des microprismes si ceux-ci sont montes a l'aide de ressorts de 
caracteristiques appropriees. 

Le sy steme peut egalement etre utilise avec des dispositifs de balayage du type decrit dans le brevet 
PCT/FR0 1/02890, par exemple sur la figure 22 de ce brevet, et qui impliquent que le masque fonctionne en 
5 reflexion. Dans ce cas les bandes, disque ou anneaux des masques sont realises par depdt d'une couche 
rdflechissante sur un fond transparent pour les deux premiers modes de realisation, ou par realisation de 
prismes recouverts d'une couche reflechissante, pour le troisieme mode de realisation. Dans le cas d'une 
realisation des prismes par litographie, cette solution simplifie la realisation car les depots peuvent tous etre 
metalliques (les prismes reflechissent la lumiere au lieu de la transmettre). D'une maniere generale les 

1 0 microprismes peuvent done etre aussf*bien des prismes fonctionnant en reflexion que des prismes 
fonctionnant en transmission. Dans le cas ou les images sont obtenues successivement, il est difficile 
d'utiliser un disque de Nipkow car celui-ci ne permet pas d' avoir une zone de detection distincte de la zone 
d'eclairage, a moins toutefois de i'equiper d'un reseau de trous fait de deux plaques superposees et 
permettant d'alterner par exemple des trous en forme de disque et des trous en forme d'anneaux. Du fait que 

15 le disque tourne en permanence, ceci est difficile. 

Techniques pout determiner le coefficient multiplicateur 

D'une maniere generale la combinaison de la premiere image et de la deuxieme image se fait par 

soustraction de ces deux images affectees d'un coefficient multiplicatif. En fait il n'y a qu'un seul coefficient 
20 a determiner si on fait abstraction du niveau general de luminosite de rimage. La superposition de deux 

images II [i j] et 12 [ij] ,ou i et j sont les coordonnees entieres d'un point du capteur dans le plan, se calcule 

alors comme IR[ij]= Cl*ai[ij]-C2*I2[ij]- C3) 

Avec C3=Min(Il [iJ]-C2*I2[i j]) « 

Et C1^256/Max(Il[y>C2*I2[ij] - C3) 
25 Dans le cas par exemple d'un affichage sur 256 niveaux de gris , le symboie * representant la multiplication. 

On peut ecrire un programme affichant Thnage rdsultante IR[i j] en fonction du coefficient multiplicateur C2 

et comportant une barre d'ajustement permettant de faire varier progressivement ce coefficient entre deux 

valeurs extremes. En faisant varier C2 et en observant l'image resultante, on arrive assez bien a determiner la 

valeur de C2 qui genere l'image resultante la plus nette et la plus contrastee, dans laquelle les elements hors 
30 plan de focalisation sont le mieux elimin^s. Une fois que ce coefficient C2 est determine pour xm systeme 

d'imagerie donne, il reste normalement independant de r6chantillon observe. 

On peut egalement determiner le coefficient C2 par un calcul numerique visant a minimiser 

1'entropie de la resultante IR[i j]. Par exemple on calcule Tentropie de IR[i j] pour un ensemble de valeurs de 

C2 et on choisit la valeur correspondant au minimum d'entropie. L'entropie se calcule comme la somme sur 
3 5 l'ensemble des indices ij de -IR[i j]*log(IR[i,j]/256). 

Choix des zones d'eclairaee et de detection : 

On peut acquerir une premiere image, dite « pseudo-confocale » II [ij ], pour laquelle la zone d'eclairage et la 
zone de detection sont confondues. On peut acquerir une deuxieme image dite « complementaire » I2[ij] 
40 pour laquelle la zone de detection est la complementaire de la zone d'eclairage elle-meme inchangee. 
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L'image « non confocale » vaut alors IN[ij]= Il[ij] + I2[ij]. L'image Il[ij] peut s'ecrire 
II [i j]=Kl *IN[i j]+K2*IC[i j] ou IC[ij] est une image confocale « pure » c'est-a-dire dont la luminosite 
n'augmente pas quand Pepaisseur de la zone fluorescente augmente. Kl et K2 sont des constantes d6pendant 
de la configuration exacte des zones d'eclairage et de detection pour V acquisition des deux images. On peut 
5 done ecrire IC[ij] - l/K2*Il[ij] - Kl/K2*IN[i j] ou IC[iJ] = (1- K1)/K2*I1[U] - Kl/K2*I2[iJ], La 
seconde formule donne Timage confocale en fonction de Pimage complementaire et de Timage pseudo- 
confocale. Si on acquiert Pimage pseudo-confocale et Pimage non confocale pour calculer Pimage confocale, 
on perd en rapport signal sur bruit. Si on utilise des zones non complementaires on soustrait une image 
partiellement confocale ce qui peut permettre une elimination plus complete des basses frequences, mais ce 
10 n'est pas en general Peffet recherchd et il est done preferable d'utiliser des zones complementaires. 

Applications industrielles : 

Le present dispositif d'imagerie peut etre utilise en microscopie pour Pimagerie d'echantillons biologiques 
ou de materiaux. 



15 
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fcevendications (1/5) 

1- Dispositif d'imagerie comprenant: 

a ) un moyen pour eclairer au moins un point d'eclairage SUT une zone observee d'un plan observe a l'aide 
5 d'un faisceau lumineux d'eclairage, 

b ) un moyen pour selectionner, dans ^a lumiere provenant du plan observe, la lumiere provenant dudit point 
d'eclairage, 

c ) un moyen pour former une image dudit point d'eclairage a partir de la lumiere selectionnee provenant 
dudit point d'eclairage, 

10 d ) un systeme de balayage pour deplacer ledit point d'eclairage sur la zone observee et pour deplacer 

simultanement rimage dudit point d'eclairage, pour balayer une zone observee et former une premiere image 
de la zone observee, 

e ) un capteur detectant la premiere image, 
caracterise par les faits suivants : 
15 f) il comprend un moyen pour selectionner, dans la lumiere provenant du plan observe, la lumiere provenant 
d'une bande entourant ledit point d'eclairage, 

g ) il comprend un moyen pour former une image de ladite bande a partir de la lumiere selectionnee 
provenant de ladite bande, 

h) le systeme de balayage est dispose pour deplacer simultanement ledit point d'eclairage et Pimage de ladite 
20 bande, pour former une deuxieme image de la zone observee a partir de la lumiere selectionnee provenant de 
ladite bande, 

i ) il comprend un capteur detectant la deuxieme image, 

j ) il comprend un moyen pour combiner les premiere et deuxieme images de la zone observed en une 
troisieme image de la zone observee, 

25 

2- Dispositif seion la revendication 1, caracterise par le fait que lesdits moyens pour combiner lesdites 
premiere et seconde images determinent la difference entre la premiere image affectee d'un premier 
coefficient multiplicateur, et la seconde image affectee d'un second coefficient multiplicateur. 

30 3- Dispositif selon une des revendications 1 a 2, caracterise par le fait que lesdites bandes sont des anneaux 
concentriques auxdits points d'eclairage. 

4- Dispositif selon une des revendications 1 ou 2, caracterise par le fait qu'il comprend une pluralite de points 
d'eclairage et une pluralite de bandes, chacune desdites bandes entourant un point d'eclairage correspondant. 
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Revendications (2/5*1 

5- Dispositif selon une la revendication 4, caract&rise par le feit que le moyen pour £clairer la plurality de 
points d'6clairage comprennent un reseau de microlentilles s£parant un faisceau laser en une plurality de 

5 sous-faisceaux focaiisds chacun sur un point d'^clairage. 

6- dispositif selon une des revendications 1 k 3, caract6ris6 par le fait qu'il comprend un seul point 
d'eclairage, et par le fait que le moyen pour eclairer le point d'eclairage comprend une lentille focalisant un 
faisceau laser sur le point d'eclairage. 

10 

7- Dispositif selon une des revendications 1 a 6, caracterise par le fait que les moyens pour seiectionner la 
lumiere sont constitu^s par la superposition d'une premiere plaque opaque comprenant au moins un disque 
transparent, et d'une seconde plaque opaque comprenant au moins un disque transparent et au moins un 
anneau transparent, ainsi que par un moyen pour translator la seconde plaque par rapport a la premiere, pour 

1 5 amener le disque de la seconde plaque en regard du disque de la premiere plaque lors de Pacquisition de la 
premiere image, et pour amener ensuite F anneau de la seconde plaque en regard du disque de la premiere 
plaque lors de Facquisition de la seconde image. 

8- Dispositif une des revendications 1 a 7, caracterise par les faits suivants : 

20 - les moyens pour seiectionner la lumiere comprennent un masque compose de microprismes transparents ou 
refiechissants permettant de renvoyer dans une premiere direction la lumiere provenant des points d'eclairage 
et constituant un premier faisceau, et de renvoyer dans une seconde direction la lumiere provenant de 
Pensemble de bandes et constituant un deuxieme faisceau. 

- le dispositif comprend un moyen pour former la premiere image a partir du premier faisceau, 
25 - le dispositif comprend un moyen pour former la deuxieme image a partir du deuxieme faisceau. 

9- Dispositif selon la revendication 8, caracterise par le fait qu'il comprend : 

- une lentille intermediate pour renvoyer le premier et le deuxieme faisceau dans une zone de separation ou 
ils sont spatialement disjoints, 

30 - au moins un prisme ou un miroir place dans la zone de separation, pour modifier la direction d'au moins un 
des premiers et deuxieme faisceaux. 

10- Dispositif selon la revendication 9, caracterise par le fait qu'il comprend une lentille travers£e 
simultan&nent par le premier et le deuxieme faisceau apr&s la zone de separation, et formant la premiere et la 

3 5 seconde image dans deux zones distinctes d'un meme plan image. 
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Revendications (3/5) 

11- Dispositif une des revendications 8 & 9, caract£ris£ par les faits suivants : 

- il comprend un premier diaphragme d'ouverture traverse par le faisceau lumineux d'eclairage avant qu'il 
5 ne parvienne au masque compose de microprismes transparents ou refiechissants, 

- il comprend un second diaphragme d'ouverture traverse par le faisceau lumineux d'eclairage provenant du 
masque et dirige vers l'objet observe, 

- le premier diaphragme d'ouverture est positionne de maniere k ce que la partie du faisceau d'eclairage qui 
parvient k une zone du masque qui transmet ledit deuxieme faisceau soit ensuite arretde par le second 

1 0 diaphragme d'ouverture, et de mani&re k ce que la partie du faisceau d'eclairage qui parvient k une zone du 
masque qui transmet ledit premier faisceau traverse ensuite le second diaphragme d'ouverture. 

12- Dispositif suivant une des revendications 1 k 11, caracterisS par le fait que les moyens de selection sont 
des masques fixes et par le fait que le systeme de balayage est constitue par un miroir mobile. 

15 

13- Systfeme de microscopie optique comportant : 

- un moyen pour eclairer une zone d'eclairage dans un plan observe d'un objet observe et pour deplacer la 
zone d'eclairage dans le plan observe, pour balayer une zone observee, 

- un masque divisant la lumi^re provenant du plan observe en un premier faisceau provenant de la zone 
20 d'eclairage et un deuxieme faisceau provenant d'une zone de detection secondaire, 

- un moyen pour former une premiere image k partir du premier faisceau, 

- un moyen pour former une deuxieme image k partir du deuxieme faisceau, 

- un moyen pour combiner la premiere et la deuxieme image en une troisi&me image, 
Caract6ris6 par le fait que ledit masque est compost de microprismes transmissifs ou refiechissants 

25 permettant de renvoyer dans une premiere direction la lumtere provenant de la zone d'eclairage et constituant 
un premier faisceau, et de renvoyer dans une seconde direction la lumi&re provenant de la zone de detection 
secondaire et constituant un deuxieme faisceau. 

14- Dispositif selon la revendication 13, caract6ris6 par le fait qu'il comprend : 

30 - une lentQle intermediate pour renvoyer le premier et le deuxieme faisceau dans une zone de separation ou 
ils sont spatialement disjoints, 

- au moins un prisme ou un miroir place dans la zone de separation, pour modifier la direction d'au moms un 
des premiers et deuxieme faisceaux. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 2005/006050 



-16- 



PCT7FR2004/001733 



Revendications (4/5) 

15- Dispositif selon la revendication 14, caracterise par le fait qu'il comprend une lentille traversee 
simultanement par le premier et le deuxteme faisceau apres la zone de separation, et formant la premiere et la 

5 seconde image dans deux zones distinctes d'un meme plan image. 

16- Dispositif une des revendications 13 a 15, caracterise par les faits suivants : 

- il comprend un premier diaphragme d'ouverture traverse par le faisceau lumineux d'eclairage avant qu'il 
ne parvienne au masque compost de microprismes transparents ou r^flechissants 

10 - il comprend un second diaphragme d'ouverture traverse par le faisceau lumineux d'eclairage provenant du 
masque et dirige vers 1'objet observe, 

- le premier diaphragme d'ouverture est positionne de mani&re a ce que la partie du faisceau d'eclairage qui 
parvient h une zone du masque qui transmet ledit deuxieme faisceau soit ensuite arr§tee par le second 
diaphragme d'ouverture, et de manidre a ce que la partie du faisceau d'eclairage qui parvient a une zone du 

1 5 masque qui transmet ledit premier faisceau traverse ensuite le second diaphragme d'ouverture. 

17- Dispositif selon une des revendications 13 a 16, caracterise par le fait que la zone d'eclairage est 
constitute d'un ensemble de bandes paralleles entre elles, et par le fait que la zone de detection secondaire est 
constituee d'un ensemble de bandes alternant avec les bandes de la zone d'eclairage. 

20 

18- Dispositif selon une des revendications 13 a 17, caracterise par le fait que la zone d'eclairage est 
constituee par un ensemble de points, et par le fait que la zone de detection secondaire est constituee d'un 
ensemble de bandes entourant chacun des points de la zone d'eclairage. 

25 19- Dispositif selon la revendication 18, caracterise par le fait que la zone de detection secondaire est 
constituee d'un ensemble d'anneaux entourant chacun des points de la zone d'eclairage. 
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Revendications (5/5) 

20- Systeme de microscopie optique comportant : 

a ) un moyen pour eclairer une zone d'eclairage sur l'objet observe, a i'aide d'un faisceau d'eclairage, 
5 b ) un moyen pour seiectionner la lumiere provenant d'une zone de detection et constituant un faisceau a 
detecter , 

c ) un moyen pour former dans un plan image une image de l'objet observe a partir du faisceau a detecter, 
d ) un dispositif de balayage pour d6placer la zone d'eclairage afin de balayer l'ensemble de la zone 
observe, et pour deplacer simultan^ment l'image de la zone d'eclairage dans le plan image, 
10 e ) un capteur dispose dans le plan image, pour detecter successivement une premiere image de l'objet 
observe, puis une deuxteme image de l'objet observe, 

f) un moyen pour combiner la premiere et la deuxieme image, pour obtenir une image ameiioree, 
Caracterise par les faits suivants : 

- il comprend un masque dispose sur le chemin du faisceau a detecter ou §ur le chemin du faisceau 

15 d'eclairage, deiimitant la zone d'eclairage ou la zone de detection, et atteint par un seul desdits faisceau a 
detecter et faisceau d'eclairage, 

- il comprend un moyen pour modifier les caracteristiques de ce masque entre 1'acquisition de la premiere 
image et 1'acquisition de la deuxieme image, de maniere a modifier la zone de detection en laissant inchangee 
la zone d'eclairage, ou de maniere a modifier la zone d'eclairage en laissant inchangee la zone de detectioa 

20 

21- Dispositif d'imagerie suivant la revendication 20, dans lequel le masque comprend une alternance de 
bandes, et dans lequel le moyen pour modifier est un moyen pour deplacer le masque suivant une direction 
non parallele auxdites bandes. 

25 22- Dispositif d'imagerie selon la revendication 20, dans lequel le masque est constitue par la superposition 
d'un premier rdseau de disques et d'un second reseau comprenant des disques et des anneaux, et dans lequel 
les moyens pour modifier les caracteristiques du masque sont constitues par un moyen pour translater le 
second reseau par rapport au premier reseau, pour que les disques du premier reseau seiectionnent 
alternativement les anneaux ou les disques du second reseau. 
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